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 Tato bakalářská práce je zaměřena na studium vlivu hydrofilních povrchů na strukturu 
a vlastnosti vody. Zejména se zaměřuje na nové experimentální poznatky ohledně anomálií 
chování vody v blízkosti hydrofilních povrchů, kde dochází k tvorbě tzv. exkluzních zón. 
Exkluzní zóny byly studovány za pouţití modelové hydrofilní vrstvy (Nafion), a to z hlediska 
rychlosti jejich vzniku, vlivu přídavku iontů a polárních látek a studia struktury vody 




The main aim of the bachelor thesis was focused on study of the effect of hydrophilic surfaces 
on the structure and behavior of water. Especially, it deals with the new experimental findings 
with regard to the anomaly behavior of water in vicinity of hydrophilic surfaces where explore 
the formation of structured water in as it is called exclusion zones. Exclusion zones were studied 
along the hydrophilic surfaces (Nafion) and examined from the point of view of the kinetics of 
exclusion zone, the effect of addition of ions and polar compounds and study the structure of the 
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Voda je všude kolem nás, vyskytuje se na třech pětinách zemského povrchu. Většina buněk 
je obklopena vodou a samotné buňky jsou tvořeny vodou asi ze 70-95 %, tudíţ je voda velmi 
hojnou látkou v buňkách. Jedná se o nejjednodušší sloučeninu, která se skládá ze dvou 
základních chemicky reaktivních prvků, ze dvou atomů vodíku spojených kovalentní vazbou 
k jednomu atomu kyslíku. Voda je výtečným rozpouštědlem polárních a iontových sloučenin, 
aktivně se zúčastňuje řady hydrolytických a hydratačních reakcí a acidobazických dějů 
probíhajících v rámci metabolismu a interakcemi s biomakromolekulami a biomembránami 
určuje jejich tvar. Biologické funkce vody jsou umoţněny jejími neobvyklými fyzikálními a 
chemickými vlastnostmi. 
 Voda je jedinou běţnou látkou, která se za normálních podmínek přirozeně vyskytuje 
ve všech třech skupenstvích: pevném, kapalném a plynném. Mimo to voda vykazuje celou řadu 
anomálií, kterými se zcela vymyká chování ostatních kapalin. K těmto anomáliím patří například 
menší hustota tuhé fáze vody ve srovnání s kapalnou fází nebo maximum hustoty, které voda 
dosahuje při 4 °C.  
Poslední anomálií vody, kterou zde zmiňuji, jsou exkluzní zóny. Vlastnosti vody jsou velmi 
ovlivněny v blízkosti povrchů pevných látek a to jak z chemického tak i z fyzikálního hlediska. 
Nejnovější experimentální práce potvrdily změnu chemických a fyzikálních vlastností vody, 
která se můţe rozšířit od povrchu pevných látek aţ do desítek či dokonce stovek mikrometrů.  
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2 CÍL PRÁCE 
Hlavní náplní této bakalářské práce bylo vypracování přehledné rešerše na téma současného 
stavu vědomostí o uspořádání molekul vody v blízkosti hydrofilních povrchů a metod jejího 
studia. Na základě zpracované rešerše byly v experimentální části navrţeny a realizovány pilotní 
experimenty, zaměřené na danou problematiku. Nakonec byly doporučeny kombinace metod 
pro navazující podrobnější studium. 
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3 TEORETICKÁ ČÁST  
3.1 Voda jako chemická sloučenina 
Jak uţ bylo poznamenáno, voda je všude kolem nás. Voda je tak běţná, ţe je velice snadné 
přehlíţet fakt, ţe se jedná o nezbytnou látku s mnoha neobyčejnými vlastnostmi. A právě těmito 
vlastnostmi se úvodní část této bakalářské práce bude věnovat. 
3.1.1 Anomálie vody 
Doposud bylo podrobně popsáno více neţ 60 anomálií vody [1]. Mezi ty nejpodstatnější 
anomálie kromě jiţ zmíněného hustotního maxima v kapalné fázi patří: abnormálně vysoké 
teploty tání a varu, vysoká hodnota dielektrické konstanty, tepelné kapacity či povrchového 
napětí, ionizace vody a v poslední době popsaná tvorba exkluzních zón v blízkosti hydrofilních 
povrchů. Těmto vyjmenovaným anomáliím se budeme blíţe věnovat v následujícím textu. 
 
K nejčastěji zmiňovaným anomáliím vody, jak uţ bylo řečeno, patří vysoké teploty tání a varu 
(viz Obr. 1). Na rozdíl od jiných sloučenin je jediná voda sloučenina kyslíku s nekovem, která je 
za standardních podmínek kapalná. Všechny ostatní sloučeniny kyslíku jsou plynné, jako 
například oxid uhličitý (CO2). Zatímco voda má bod varu aţ ve100 °C, oxid uhličitý přechází 
do plynné fáze uţ při -57 °C. Přitom bychom mohli očekávat výsledek přesně opačný, jelikoţ 
molekula oxidu uhličitého je dvakrát těţší neţli molekula vody a. je pravidlem, ţe s přibývající 
molární hmotností jsou molekuly méně pohyblivé a odpařují se obtíţněji. Kdyby se tedy voda 
chovala podle očekávání, nacházel by se bod varu vody o 150 °C míň, a tudíţ by voda vřela  
při – 50 °C [2]. 
    
 
Obr. 1  Teploty tání (vlevo) a teploty varu (vpravo) hydridů prvků IV. A−VII. A skupiny [3] 
 
 Další odlišností vody od ostatních kapalin jsou vysoké hodnoty tepelné kapacity a dielektrické 
konstanty. Je známo, ţe voda má velmi vysokou hodnotu tepelné kapacity, která činí  
4180 J ∙ kg-1 ∙ K-1, zatímco například led má tepelnou kapacitu poloviční [4]. Tudíţ na ohřátí 
vody o určitý počet stupňů Celsia musíme dodat dvojnásobné mnoţství energie neţli na ohřátí 
ledu o stejný počet stupňů Celsia. Tuto anomálii můţeme v přírodě vidět, například kdyţ roztají 
ledy. Vodní toky se díky této anomálii při skokové změně okolní teploty ohřejí nebo ochladí 
daleko pomaleji. 
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S vysokou dielektrickou konstantou vody souvisí fenomenální schopnost vody rozpouštět 
látky. Díky této vlastnosti rozpouští voda daleko širší spektrum látek neţ jakákoli jiná kapalina. 
Proto má velké vyuţití pro ţivé organismy jako rozpouštědlo a transportní prostředek metabolitů 
a odpadních látek [5]. Mezi další anomálií patří například povrchové napětí. Voda má výrazně 
vysoké povrchové napětí, konkrétně 73 mN/m na rozdíl například od benzenu, který 
má povrchové napětí méně neţ poloviční [6]. Povrchové napětí je efekt, při kterém se povrch 
kapaliny snaţí dosáhnout stavu s co nejmenší energií. Kdyby na povrch kapaliny nepůsobily 
ţádné vnější síly, měl by kulový tvar, jelikoţ koule ze všech těles zaujímá nejmenší povrch 
o stejném objemu. Čím větší je povrchové napětí, tím více je povrch kulový. Tato vlastnost se 
projevuje například ve schopnosti některého hmyzu pohybovat se po vodní hladině  





















Obr. 3  Autoionizace vody [9] 
 
Jako jedna z mála kapalin je voda schopna autoionizace, i kdyţ je tato reakce silně endogenní 
je zodpovědná za konečnou hodnotu pH neutrální vody (viz Obr. 3 a 4). Autoionizační reakce je 
vratná a většina takto vzniklých iontů se ve zlomku vteřiny rekombinuje. Jen občas se vzniklé 
ionty oddělí a putují po řetězci vodních molekul s průměrnou dobou ţivota kolem 
70 mikrosekund. Pro představu, se autoionizační nehoda kaţdé vodní molekule přihodí zhruba 









Obr. 4  pH stupnice [10] 
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Poslední anomálií vody, kterou se budu zabývat v této kapitole a kterou jsem uţ zmínila výše, 
jsou exkluzní zóny. Jak uţ bylo zmíněno, vlastnosti vody jsou velmi ovlivněny v blízkosti 
povrchů pevných látek a to jak z chemického, tak i z fyzikálního hlediska. Dlouho se 
předpokládalo, ţe tento efekt povrchů zasahuje jen do pár jednotek nanometrů, tudíţ byla většina 
experimentálních prací zaměřena na dynamiku molekul vody v několika prvních několika 
molekulárních vrstvách. Avšak tato představa byla v nejnovějších experimentálních pracích 
částečně popřena. Změna chemických a fyzikálních vlastností vody se můţe rozšířit od povrchu 
pevných látek aţ do desítek či dokonce stovek mikrometrů. Tato hypotéza je podpořena prací 
publikovanou Dr. Geraldem Pollackem z univerzity Washington, který ve své práci prokázal 
existenci tzv. exkluzní zóny (EZ) v blízkosti hydrofilních povrchů [11]. Voda, která se vyskytuje 
ve zmíněné EZ, se vyznačuje odlišnými vlastnostmi. Z předběţných experimentů byly například 
zjištěny změny struktury, viskozity, teploty, pH aj. Nejzřetelnější zóna je po vyloučení 
koloidních částic z povrchu v blízkosti hydrofilního povrchu aţ do několika stovek mikrometrů 
(viz Obr. 5) [12]. Této problematice se blíţe věnuji v další kapitole. Dnes uţ je známo spojení 
mezi ostatními anomáliemi vody a strukturou kapalné vody tvořenou molekulami poutanými 
vodíkovými vazbami, proto se následující kapitoly přímo zabývají molekulární strukturou a 

















Obr. 5  Vyloučené mikročástice z exkluzní zóny u povrchu hydrofilního gelu [13] 
3.1.2 Molekulová struktura vody 
Nedělitelnost vody jako prvku byla vyvrácena aţ ke konci 18. Století. Tuto domněnku vyvrátil 
francouzský chemik Lavoisier, který experimentálně rozloţil vodu na kyslík a vodík 
při průchodu páry přes rozţhavenou hlaveň pušky. Během tohoto období byla téţ prokázána 
syntéza vody zapálením vodíku za přítomnosti kyslíku. 
Látkový poměr vodíku a kyslíku, původně odhadnutý Daltonem na 1:1, byl upřesněn aţ v roce 
1814 na poměr 2:1. Tuto specifikaci provedl švédský chemik Berzelius, který také zavedl 
pro vodu označení jako H2O, coţ uţ je velmi podobné k dnešnímu tvaru označení H2O.  
Novodobé experimenty se zaměřovaly především na prostorové uspořádání molekuly vody. 
Záhy po objasnění chemického sloţení bylo zjištěno, ţe molekula vody má nelineární geometrii 
s úhlem 104,5° (viz Obr. 6). Nejedná se ovšem o zahnutý rovinný útvar, ale spíše o prostorový 
čtyřstěn, kde střed tvoří atom kyslíku, dva rohy atomy vodíku a zbylé dva volné elektronové páry 
na kyslíku. Úhel H-O-H je o pět stupňů menší neţli u pravidelného čtyřstěnu a to díky 
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vzájemnému odpuzování mezi volnými elektronovými páry, coţ tlačí vodíky mírně k sobě [5]. 
Kromě struktury je téţ důleţité znát rozloţení náboje v molekule vody. Kaţdá ze dvou 
jednoduchých vazeb H-O je tvořena jedním elektronovým párem. Díky větší elektronegativitě 
kyslíku je elektronová hustota menší u vodíku, to způsobuje částečně záporný náboj na kyslíku a 
částečně kladný náboj na vodíku. Proto se molekula vody chová navenek jako dipól, který 
















Obr. 6  Dipólový moment molekuly vody [15] 
3.1.3 Vodíková vazba a struktura vody 
Jiţ na začátku minulého století byla potvrzena skutečnost, ţe anomálie vody úzce souvisí 
s výskytem specifických přitaţlivých sil mezi jejími molekulami. Autorem pojmenování 
vodíková vazba byl pravděpodobně Linus Pauling, jelikoţ se můţeme setkat s tímto výrazem 
v jeho pracích, zabývajících se původem chemických vazeb [16]. Vodíková vazba vznikne, 
jakmile molekuly vody mezi sebou interagují prostřednictvím elektrostatických sil, kdy kladně 
nabitý pól jedné molekuly přitahuje záporně nabitý pól druhé molekuly. Tato interakce patří 












Obr. 7  Detail vodíkové vazby [3] 
 
Nejčastějším typem této vazby je X–H···Y, kde X a Y jsou atomy, které se vyznačují vysokou 
elektronegativitou a volným elektronovým párem (viz Obr- 7). Nejsilnější vodíková vazba tak 
vzniká u sloučenin, kde se vyskytuje atom vodíku kovalentně vázán na atom fluoru, kyslíku nebo 
dusíku [17]. Kromě těchto vodíkových vazeb existují i vazby, kde jsou protonovým akceptorem 
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systémy s delokalizovanými elektrony. Například vodíková vazba mezi vodou a benzenem: O–
H···π.  
Nejprve se budeme zabývat vodíkovou vazbou typu X–H···Y. Vazba X–H se při vzniku 
vodíkové vazby prodlouţí a existuje určitá korelace mezi prodlouţením a silou vodíkové vazby. 
Zároveň dochází k přenosu elektronu z protonového akceptoru na protonový donor, přičemţ se 
nejedná o nějak zvlášť velkou část elektronu.  
Prostřednictvím infračervené spektroskopie bylo zjištěno, ţe spektrum náleţící valenční 
vibraci vazby X–H se posune k delším vlnovým délkám. Tento jev je znám jako červený posun 
a je velice snadno detekovatelný u všech tří fází. Současně s posunem dochází i k zvětšení 
intenzity infračerveného spektra. Červeného posunu se vyuţívá jako „otisku prstu“ pro vodíkové 
vazby. Existují však i výjimky, kdy je vznik komplexů doprovázen opačným posunem 
neţ červeným, konkrétně modrým (viz Obr. 8). Ve všech případech se jednalo o typ vodíkové 
vazby C–H···π. U modrých posunů tedy dochází ke zkrácení vazby X–H, vzrůstu valenční 
frekvence a poklesu intenzity příslušného spektra. Díky těmto odlišnostem se v odborné 












Obr. 8  Zobrazení výskytu červeného a modrého posunu v daném rozsahu vlnových délek [18] 
 
V nedávné době byl objeven další typ vodíkové vazby, a to dvouvodíková vazba. Výskyt 
komplexů s dvouvodíkovou vazbou je podstatně méně častý neţ výskyt komplexů s vodíkovou 
vazbou. Dvouvodíková vazba M–H···H‒Y, kde M je atom kovu a Y je elektronegativní atom 
byla odhalena pomocí rentgenostrukturních studií. Výskyt dvouvodíkové vazby byl také 
potvrzen ve studii dimeru H3BNH3, kde objasnila vysoký bod varu dimeru.  Tato vazba vznikne, 
jestliţe jeden atom vodíku nese kladný a druhý atom vodíku nese záporný náboj. Tudíţ jeden 
atom vodíku se musí kovalentně vázat s elektropozitivním prvkem, čímţ získá záporný náboj a 
druhý atom vodíku s elektronegativním prvkem, čímţ získá kladný náboj. Mezi 
elektropozitivnější prvky neţli vodík patří například bor, alkalické kovy a přechodové kovy. 
Nakonec dochází k elektrostatickému přitahování mezi oběma takto polarizovanými vodíkovými 
atomy. Dvouvodíková vazba se nevyskytuje pouze ve zmíněných metalických komplexech, 
ale můţeme ji nalézt i při interakci boranů, karboranů a biomakromolekul.  
Mezi další významné znaky vodíkové vazby náleţí její geometrie. Vodíková vazba 
je nejsilnější, pokud má lineární uspořádání. Tato vazba je směrová a poměrně silná, tudíţ 
má velký vliv na stabilitu komplexu. Stabilita komplexu s více vodíkovými vazbami je větší 
neţ pouhý součet stabilizačních energií jednotlivých vazeb, přičemţ komplexy tvořené násobnou 
vodíkovou vazbou jsou někdy mimořádně silné. Také komplexy s nepravou vodíkovou vazbou 
mají srovnatelně velkou stabilizační energii jako jiné komplexy s klasickou vodíkovou vazbou 
[16].  
Spojuje-li vodíková vazba molekuly vody, nazýváme tuto vazbu jako intermolekulární 
Základním motivem takto provázané ideální sítě molekul vody je čtyřstěn, v němţ, se kaţdá 
molekula vody můţe podílet na čtyřech vodíkových vazbách – na dvou jako donor, na dvou jako 
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akceptor vazby (viz Obr. 9). Zároveň vodíková vazba polarizuje vodní molekuly, které se  
na ní podílí, tudíţ průměrný dipólový moment vzroste ve vodě o 40 % proti plynné fázi, v níţ se 
molekuly vyskytují izolovaně [5]. Při teplotách pod 0 °C tak vzniká dokonale uspořádaná 
hexagonální mříţka krystalické vody, jejíţ makroskopický projev můţeme pozorovat například 
ve tvaru sněhových vloček. U kapalné vody, která se vyskytuje při vyšších teplotách, se toto 
dokonalé uspořádání zhroutí vlivem tepelného pohybu molekul a z původních čtyř vodíkových 
vazeb se změní v průměru na 3,5 vodíkové vazby na kaţdou molekulu. Důsledkem této změny se 
molekuly v kapalné fázi vyskytují blíţe jedna k druhé neţ v krystalu a proto má voda větší 




















Obr. 9  Vodíková vazba v krystalické vodě [3] 
3.1.4 Strukturovaná voda a tvorba exkluzních zón 
K přímým interakcím rozpuštěných látek ve vodném roztoku můţe docházet do vzdáleností 
nanometrů. V takové blízkosti vykazují molekuly buď odpudivé, nebo přitaţlivé interakce 
v závislosti na povaze rozpuštěných látek a rozpouštědel. V překročení vzdálenosti se očekává, 
ţe síly mezi rozpuštěnými látkami vymizí, zvláště kdyţ roztok obsahuje ionty solí. Na druhé 
straně z nedávných experimentů vyplývá, ţe rozpuštěné látky jsou ovlivňovány přítomností 
hydrofilních povrchů v relativně makroskopických vzdálenostech. V těchto experimentech 
se rozpuštěné látky v uzavřených prostorách, nebo na vzdálenost aţ 1 µm nebo více od povrchu 
chovají odlišně neţli dál od povrchu. Coţ potvrzuje hypotézu o existenci interakcí na větší 
vzdálenosti. 
Aby se získalo více informací, studovalo se chování velkých rozpuštěných částic v řádu 1 µm 
v blízkosti hydrofilních povrchů. Díky velikosti koloidních částic bylo moţné prozkoumat tento 
jev pomocí běţné optické mikroskopie. Jako hydrofilní povrchy byly pouţity hydrogely, jelikoţ 
se vyznačují silnou interakcí s vodou. Nečekaně bylo zjištěno, ţe rozpuštěné látky byly 
vyloučeny z okolí gelového povrchu na desítky aţ stovky mikrometrů (viz Obr. 10). Šířka 
exkluzní zóny se zvětšovala s přibývajícím časem, po určité době došlo k ustavení rovnováhy 





















Obr. 10 Šířka exkluzní zóny dosahuje až stovek mikrometrů [19] 
 
Experimenty byly zopakovány a pozorovány s různými typy povrchů, např. pro syntetické 
i přírodní hydrogely, biologické tkáně, hydrofilní polymery, monovrsty aj. K pozorování 
a zkoumání exkluzní zóny nebylo vyuţito jen optické mikroskopie, ale mimo jiné také 
infračerveného zobrazování a NMR [20]. Byly provedeny řady experimentů pro upřesnění 
základních rysů exkluzní zóny. Pouţily se pro srovnání kladně nabité amidinové mikročástice 
a záporně nabité karboxylátové mikročástice. 
Mezi vlivy jenţ působí na exkluzní zónu, patří pH, které především ovlivňuje rovnováţnou 
šířku exkluzní zóny. Experiment, který dokazuje tento vliv, byl proveden následovně: PVA gely 
byly vloţeny do čisté vody o pH = 5,7. Mikročástice poté byly přidávány do vodných roztoků 
o různém pH, které se měnilo přidáním HCl nebo NaOH o různých koncentracích. 
Pro karboxylové mikročástice byla největší exkluzní zóna při nejvyšší hodnotě pH. Pravý opak 
platí u amidinových mikročástic, coţ znamená, ţe největší exkluzní zóna vzniká v tomto případě 
při nejniţší hodnotě pH roztoku. 
Dále má výrazný vliv na exkluzní zónu, jak uţ bylo zmíněno, také koncentrace solí. Například 
přítomnost NaCl zmenšuje velikost exkluzní zóny. Aţ do 100 mM NaCl má koncentrace mírný 
vliv na exkluzní zónu jak v případě amidinových tak i karboxylátových mikročástic. I velikost 
rozpuštěných látek hraje určitou roli na velikost exkluzní zóny. Experimenty byly opakovány 
s mikročásticemi o různých rozměrech aţ do ustálení rovnováhy. Zjistilo se, ţe velikost zóny 
je nelineárně závislá na velikosti mikročástic. Dále byla zkoumána i koncentrace rozpuštěných 
látek. Studie potvrdila nezávislost vlivu koncentrací mikročástic na velikost exkluzní zóny. 
Posledním vlivem, kterým se tu budeme zabývat, je čas, který byl měřen, neţli došlo k ustálení 
mikročástic (tj. čas, potřebný k ustálení rovnováhy v systému). Časová závislost nebyla měřena 
jen s mikročásticemi, které se vyskytovali nejblíţe povrchu gelu, ale i pro ty, které byly zpočátku 
experimentu dál od povrchu nebo mimo oblast, kde se nakonec vytvořila exkluzní zóna. Všechny 
mikročástice se přesunovaly stejnou rychlostí aţ do vytvoření exkluzní zóny. Rychlost 
narůstající zóny v případě amidinových mikročástic klesala postupně s časem, aţ se mikročástice 
ustálily (viz Obr. 11). Závislost na počáteční vzdálenosti od povrchu gelu je relativně malý. 






















Obr. 11 Časová závislost šířky exkluzní zóny [21] 
 
Aţ během posledního desetiletí se široce rozšířilo povědomí, jak velký vliv má povrch všech 
druhů na okolní molekuly vody. Uţ před půl stoletím však vyšel článek, který se zabýval studií 
vlivů různých povrchů na velkou vzdálenost v mnoha kapalinách, včetně vody. Autorem tohoto 















Obr. 12  Ilustrace exkluzní zóny podle G. Pollacka [12] 
 
Strukturované uspořádání odpovídá povaze exkluzní zóny. Dlouho tato myšlenka platila pouze 
jako hypotéza. Tento jev se pokusil blíţe prozkoumat profesor Gerald Pollack (viz Obr. 12). 
Pro své experimenty pouţíval polarizační mikroskopii, kde zkoumal uspořádání vody v blízkosti 
















Obr. 13 Polarizační snímek Nafionu a vody [12] 
 
Na obrázku č. 13 je mordou barvou znázorněna voda, která nemá ţádnou preferovanou 
molekulární orientaci. Blíţe k rozhraní je zelenou barvou označena preferovaná molekulární 
orientace. Tato uspořádaná oblast odpovídá exkluzní zóně. Výsledkem těchto experimentů 
je tedy to, ţe vody blízko Nafionu (hydrofilní materiál) je strukturovaně uspořádána neţli voda 
ve větší vzdálenosti [12]. 
Dalším významným rysem exkluzní zóny je jeho záporný elektrický potenciál. Nejvíce 
záporný potenciál se vyskytuje u povrchu Nafionu. Postupně stoupá směrem k nule aţ k rozhraní 
exkluzní zóny a nestrukturované vody. Důsledkem negativního potenciálu je, ţe exkluzní zóna 
můţe obsahovat negativní náboj. Tudíţ by se mohlo předpokládat, ţe bude k záporně nabité 




Obr. 14  pH exkluzní zóny [23] 
 
 Na obrázku č. 14 můţeme vidět potvrzení předpokladu o nadbytku nevázaných protonů. 
K vodě a úzkému prouţku Nafionu bylo přidáno univerzální pH indikátorové barvivo. Nafion se 
zbarvil do tmavé červené díky lokální kyselosti (pH < 3). Hodnota pH postupně roste se 
zvětšující vzdáleností od povrchu Nafionu aţ do neutrality. 
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Zásluhou uspořádání molekul vody v exkluzní zóně má tato voda charakter tekutých krystalů. 
Tudíţ jí náleţí i větší viskozita neţli má nestrukturovaná voda. K otestování viskozity byl vyuţit 
viskozimetr. Na dno experimentální komory byl přilepen prouţek Nafionu. Poté byla komora 
naplněna vodou. Nakonec byla pozorována plynulost sestupu kuliček. Kuličky zpomalily, 
jakmile sestoupily do exkluzní zóny.  
 
3.1.4.1 Současný stav dané problematiky 
Díky své neblahé minulosti, kde se kolem vody ujalo hned několik mýtů a kontroverzních 
tvrzení, jsou současní vědci velmi obezřetní ohledně nových poznatků týkajících se anomálního 
chování vody. Zmíním jen ty nejkontroverznější případy: tzv. polyvoda,  paměť vody a nesmíme 
zapomenout také na blamáţ spojenou se studenou fúzi [5]. Moţná i proto je také v otázce 
existence strukturované vody v blízkosti hydrofilních povrchů a v hydratačních vrstvách 
biopolymerů vědecká společnost rozdělena na dvě skupiny a to na zastánce a odpůrce této 
hypotézy. V čele první skupiny je zcela určitě Dr. Gerald H. Pollack, který na toto téma napsal 
uţ dvě knihy, tyto teorie velmi podporuje i Dr. Wiggins s Dr. Chaplinem. U druhé skupiny se 
nachází v čele pan Dr. Ball.  
Například ve článcích paní Dr. Wiggins se můţeme setkat se s označením dvou stavová voda. 
Dělí vodu na dvě skupiny a to na nízkohustotní vody (low-density water, LDW) a 
na vysokohustotní vodu (high-density water HDW). LDW charakterizuje jako vodu 
 stabilizovanou rovnými a silnými vodíkovými vazbami. Oproti tomu HDW je označení 
pro vodu tvořenou deformovanými a slabými vodíkovými vazbami. Nejčastěji se setkáme 
s označením pro vodu s odlišnými vlastnostmi jako tzv. strukturovaná voda. Přitom právě její 
konkrétní struktura je prakticky nejméně probádaná, jelikoţ je velice sloţité instrumentálně 




Obr. 15  Ilustrace uspořádání strukturované vody podle G. Pollacka [12] 
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Struktura, kterou navrhl Pollack pro molekuly vody v exkluzní zóně se skládá z hexagonálních 
jednotek, která se vyznačuje poměrem vodíky ke kyslíku 3:2 (viz Obr. 15). Ve vodě, kterou 
všichni známe, bychom očekávali poměr atomů vodíku ke kyslíku 2:1. Tento poměr je velmi 
důleţitý z hlediska náboje molekul vody. Poměr 2:1 reprezentuje elektroneutralitu, neboť 
dva elektropozitivní atomy vodíku vykompenzuje jeden elektronegativní atom kyslíku. Oproti 
tomu navrhovaná struktura strukturované vody má nesymetrický poměr v rámci jedné 
hexagonální jednotky, v důsledku čehoţ získává záporný náboj. Poměr 3:2 byl experimentálně 
potvrzen metodami rozptylu protonů a neutronů a tato práce byla publikována ve významném 
fyzikálně-chemickém časopise. [12]. Strukturovaná voda má dle prací Dr. Pollacka natolik 
odlišné vlastnosti, ţe je čím dál diskutovanějším tématem ve vědecké společnosti. 
3.2 Voda a její význam pro biochemické procesy 
V buňce se odehrává bezpočet interakcí, díky kterým se dostávají potřebné informace 
na cílené místo. Hlavní roli v této souvislosti hrají bílkovinné enzymy, které organizují tok 
informací a energie, a dále nukleové kyseliny, které nesou programovací instrukce. V minulosti 
byl v souvislosti s chováním těchto sloţitých biomolekul v buňkách zcela přehlíţen vliv okolní 
vody. V minulosti jsme se proto mohli setkávat s vyobrazením struktur biopolymerů jako 


















Obr. 16 Rozdílné přístupy k zobrazení biomolekul uvnitř buňky [24] 
 
Tento zúţený pohled je zcela nemoţné si zachovat v dnešní době. Neboť aby mohla např. 
proběhnout interakce mezi dvěma proteiny, musela by být vyloučena voda okolo nich, coţ není 
tak jednoduché. Hydratační voda, která se vyskytuje ve velmi úzkých prostorách, je pevně 
vázaná na povrch proteinu, v důsledku čehoţ protein můţe mít na vodu aţ takový vliv, 
ţe pozmění její vlastnosti, čímţ zvýrazní svůj vliv na prostor v samotné buňce. Tudíţ voda 
v buňce nepředstavuje jen obyčejné rozpouštědlo, ale je součástí komplexu s biomolekulami. 
Jinými slovy řečeno, voda hraje významnou roli v biochemických procesech a mělo by se 
pohlíţet na molekulu vody jako na další specifickou biomolekulu. Právě proto by měly být 
biochemické procesy zobrazovány spíše jako na druhém obrázku, i kdyţ je to poměrně 
nepřehledné a samozřejmě zároveň s tím závisí, co je pro nás důleţité zobrazit [24]. 
Jak můţete vidět na pravém obrázku, buňka je jednoduše řečeno dost přeplněné místo. 5-40 % 
z celkového objemu buňky zaujímá cytoplasma s makromolekulami, z čehoţ vyplývá, 
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ţe makromolekuly jsou od sebe odděleny vzdáleností pouze 1-2 nm. Díky této hustotě 
uspořádání v buňce je molekulová difúze daleko pomalejší neţli ve zředěném roztoku. 
Jak ukázali studie nukleární magnetické rezonance (NMR), strukturovaná voda se pohybuje 
v buňkách daleko pomaleji. Další experimenty vyuţívaly mikroskopických skenovacích 
sond zkoumající vzorky, které jsou od sebe vzdáleny méně neţ 2 nm od sebe. Bylo prokázáno, 
ţe viskozita vody mezi nimi vzroste hned o několik řádů. Z těchto výsledků se dá tedy usuzovat, 
ţe voda v buňkách je velice odlišná od vody např. ve sklenici [25].  
3.2.1 Vliv vody na proteiny 
Jak uţ bylo zmíněno, voda je neoddělitelnou částí buňky, která výrazně ovlivňuje chování celé 
řady biomolekul. Zvláště interakce mezi vodou a proteiny jsou důleţité, neboť určují skládání, 
strukturu, stabilitu a aktivitu bílkovin. Proteiny se rychle skládají do určitých třídimensionálních 
struktur, které závisí na primární sekvenci jejich aminokyselin. Také ale skládání většiny 
proteinů určuje voda, která hydratuje peptidový řetězec a tak přesně určuje prostřednictvím 
sekundární a terciární struktury jeho konečnou a unikátní konformaci. Později je ze struktury 
vytlačena voda pomocí peptidů, které interagují s vodou vodíkovými vazbami. Voda je 
přesunuta pomocí interakcí z hydrofobních oblastí do hydrofilních. Avšak voda se neomezuje 
pouze na vyplnění oblastí okolo povrchu proteinů, molekuly vody také obsazují specifická místa 
a tvoří tzv. klastry. Jejich struktura je určována moţnostmi vodíkových vazeb a strukturou 
proteinu. Molekuly vody se vyskytují v dutinách ve většině globulárních proteinů, kde počet 
molekul vody je velice podobný počtu jednotlivých aminokyselin, které jsou přítomny v tomto 
proteinu. Ačkoli můţe docházet k výměně těchto molekul vody s vnějšími molekulami vody, 
mnoho z nich jsou nezbytné pro funkci proteinu stejně, jako jsou kovalentně vázané 
aminokyseliny. Molekuly vody jsou na povrchu na specifickém místě drţeny velmi silně, 
prostřednictvím nabitých aminokyselin, ale také díky jiným polárním skupinám.  
 
Obr. 17 Závislost struktury klastrů vody na hustotě vodíkových můstků [26] 
 
Vodní klastry, které se tvoří kolem hydrofobních oblastí, mají omezenou molekulární rotační 
pohyblivost, zatímco mají velkou volnost pro dvoudimensionální translaci. Na levém obrázku 
(Obr. 17) jsou uspořádány molekuly vody do tetraedrických útvarů. Všechny vodíkové vazby 
jsou zobrazeny jako lineární. A ačkoli lineární vazba odpovídá nejniţší energii, vyznačuje se 
také určitou variabilitou. Tato struktura klastru vody můţe tedy být rozšířena a tvořit rozsáhlé, 
většinou izotropické soustavy. Oproti tomu v pravé části Obr. 17 je zobrazen klastr vody 
i s nevazebnými interakcemi, které jsou tvořeny dipóly a indukovanými dipóly. Tyto klastry 
se vyznačují velkou entropií a zvýšenou entalpií. V důsledku těsnějšího uspořádání molekul se 
také vyznačují vyšší hustotou. 
Molekuly vody mohou také zprostředkovávat přenos informací mezi proteiny. Molekuly vody 
a jejich klastry jsou velice vhodné, pokud jde o jejich orientaci a prostorovou distribuci. Voda 
můţe dále mít funkci jako lubrikant tak, ţe usnadňuje nutný přesmyk vodíkové vazby v mezi 
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peptidovými vazbami v průběhu konformačních změn, které dávají proteinům částečnou 
flexibilitu, nezbytnou pro jejich specifické funkce [26]. 
3.2.2 Přenos elektronů 
Přenos elektronů hraje velmi důleţitou roli mezi proteiny a ostatními biomolekulami v řadě 
významných biologických procesů, jako například při fotosyntéze a respiraci. V poslední době 
bylo mimo jiné prokázáno, ţe přítomnost dvou strukturovaných molekul vody, vázaných 
na rozhraní mezi redoxními centry dvou azurinových proteinů, značně usnadňují a urychlují 
přenos elektronu mezi centry. I u separace aţ okolo 10 Å dvou redoxních center mědi 
na monooxygenázách, je schopna strukturovaná voda usnadnit přenos elektronů, čímţ zvětšuje 
rychlost a rovněţ zvyšuje konstantu stability. Oproti tomu u separací týţ redoxních skupin avšak 
větších neţ 12 Å se voda chová jako normální rozpouštědlo a spojení mezi oběma proteiny tak 
bylo relativně slabé.  
3.2.3 Přenos protonů 
Způsob přenosu protonu H+ mezi molekulami vody je běţně označován jako Grotthussův 
mechanismus (viz Obr. 18). Vodíkové protony jsou v tomto případě podstatně pohyblivější, neţ 
by se dalo očekávat při srovnání s pohyblivostí podobně rozměrných kationtů.  Přenos protonů 
mezi oblastmi s jejich rozdílnou koncentrací prostřednictvím běţné difúze by byl poměrně 
pomalý, neboť je podmíněn existencí a velikostí koncentračního gradientu, tj. rozdílu pH. Ve 
skutečnosti je však tento děj nejúčinnější v neutrálních vodných roztocích. Po přidání protonu 
na jeden konec řetězce molekul vody vázaného vodíkovou vazbou, se vodíkové vazby překlopí a 
uvolní jiný, ale z chemického hlediska zcela zaměnitelný proton na druhém konci řetězce.  
U proteinu se podílejí na transportu protonů řetězce molekul vody, vyskytující se 
v hydrofilních dutinách, kde jsou tyto řetězce propojeny vodíkovou vazbou s polárními 
aminokyselinami. Termální fluktuace polárních aminokyselin ovlivňuje přenos protonu 
rozkmitáním molekul vody. Tudíţ se polarizace vodíkové vazby mění v důsledku otevírání a 
zavírání vodíkových vazeb, které usnadňují přenos protonu. Řetězce molekul vody jsou natolik 
účinné při transferu protonů, ţe například musejí být záměrně přerušeny v molekule aquaporinu, 
které jsou zodpovědné za transport molekul vody přes buněčné membrány.  Přibliţně uprostřed 
těchto přenosových kanálů vody jsou molekuly vody vhodnou orientací aminokyselin 
aquaporinu úmyslně přeorientovány tak, aby se přerušilo řetězení molekul vody vodíkovými 
vazbami a zabránilo se transportu H+ skrz membrány, v důsledku čehoţ by docházelo 




Obr. 18 Grotthussův mechanismus transportu H+ ve vodných roztocích [25]  
3.2.4 Nukleové kyseliny a voda 
Důleţitost vody v souvislosti s nukleovými kyselinami se také často přehlíţí. Například 
u všeobecně známé dvoušroubovicové struktury DNA je opomíjen fakt, ţe závisí na udrţení 
rovnováhy za pomocí energetických příspěvků ve vodném roztoku. Bez vody by klasická 
 21 
šroubovice nebyla schopná existovat díky elektrostatickému odpuzování mezi fosfátovými 
skupinami. Proto DNA v některých nepolárních rozpouštědlech podstupuje konformační 
přechody a ztrácí charakter dvojité šroubovice.  
Stejně jako u proteinů, DNA si zachovává výrazný stupeň uspořádání ve svých hydratačních 
obalech i v krystalickém stavu. Díky experimentům v pevném stavu bylo zjištěno, ţe segmenty 
A-T DNA vykazují strukturu hydratace, ve které se jedna vrstva molekul vody váţe na atomy 
dusíku a kyslíku bází ve vedlejším ţlábku DNA a druhá vrstva molekul vody je spojena s první 
vrstvou. Tato struktura přetrvává také ve vodném roztoku. Konkrétní orientace vody samozřejmě 
závisí na bázích a jejich sekvenci. Dále měření NMR ukazuje, ţe voda ve vedlejším ţlábku 
setrvává o několik řádů déle, neţli ve ţlábku hlavním. Tato doba je srovnatelná s výskytem 
molekul vody v globulárních proteinech [25].  
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  
4.1 Pouţité chemikálie 
 Nafion, Sigma Aldrich 
 chlorid sodný, Lach-Ner 
 síran amonný, Sigma Aldrich 
 močovina p.a., Lach-Ner 
 hydrát chloristanu sodného, Sigma Aldrich 
 silikagel, Penta 
 pentahydrát síranu měďnatého, Penta 
 dusičnan draselný, Fluka 
 hexahydrát chloridu hořečnatého, Lach-Ner 
 Milli-Q voda 
 polystyrenové mikročástice o velikostech 1,2,4, Sigma Aldrich 
 silikon 
 PHB, byl připraven a poskytnut pracovníky ÚCHPBT 
4.2 Pouţité přístroje 
 optický mikroskop (Nikon Eclipse E200) s fotoaparátem (Nikon D5000) 
 optický mikroskop (Nikon Eclipse Ci) 
 LED svítilna (LED LENSER P4) s CCD kamerou (CMOS USB 3.) 
 fotoaparát (Canon PC1431) 
 infračervený spektrometr (Nicolet iS50 ATR) 
 zdroje světla (Force SUN 0,5W LED, Chempoint) 
 vícemístná magnetická míchačka, Variomag poly 
 analytické váhy, Scalteg 
4.3 Metody charakterizace strukturované vody 
4.3.1 Optická mikroskopie 
Tato metoda se zaměřuje na pozorování vzniku exkluzní zóny v blízkosti jak hydrofilních tak 
hydrofobních povrchů v temném poli prostřednictvím sledování lokalizace mikročástic 
v disperzi v Milli-Q vodě. Po optimalizaci měření a potvrzení vzniku EZ v blízkosti hydrofilních 
povrchů byla sledována velikost EZ v závislosti na čase přibliţně v pětiminutových intervalech. 
Postup měření byl následující: roztok s polystyrenovými mikročásticemi byl kápnut na podloţní 
sklíčko, na něj bylo přiloţeno krycí sklíčko s přilnutým hydrofilním povrchem (sulfonovaný 
hydrofilní polymer Nafion) případně s hydrofobním povrchem (polyhydroxybutyrát) v podobě 
čtverce nebo trojúhelníku o hraně o velikosti cca 0,5-1 cm. Takto připravený preparát byl 
pozorován a focen nejprve pomocí optického mikroskopu Nikon Eclipse E200, později toto 
měření bylo zopakováno na mikroskopu Nikon Eclipse Ci. Po základním pozorování se zkoumal 
i vliv rozpuštěných látek na formování EZ, kde byl postup měření stejný aţ na sloţení roztoku 
s polystyrenovými částicemi, ve kterém byla určitá koncentrace přidané látky.  
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4.3.2 Infračervená spektroskopie 
Pro studium struktury vody v hydratovaném Nafionu a PHB pomocí techniky ATR bylo 
nejprve zapotřebí vytvořit vzorky, které by měli v určitém mnoţství naadsorbovanou vodu 
na svém povrchu. K tomuto účelu byly připraveny řízené atmosféry, které zajišťovaly 
definovanou sorpci vlhkosti z plynné fáze. Na tento experiment byly vytvořeny nasycené roztoky 
NaCl (75% rel. vlhkost), MgCl2 (32,4% rel. vlhkost), KNO3 (92,3% rel. vlhkost), CuSO4.5H2O 
(98% rel. vlhkost). Tyto roztoky byly nality do Petriho misek a uzavřeny do skleněných nádob, 
kde byly umístěny tři stejné čtvercové vzorky hydrofobní/hydrofilní membrány o velikosti 
cca 2 cm
2
 a hmotnosti cca 50 mg, které byly dopředu zváţené a upevněné v polystyrénovém 
stojanu (viz obr. 19). Skleněných nádob bylo dohromady šest, jelikoţ byly vytvořeny i řízené 
atmosféry s Milli-Q vodou (100% rel. vlhkost) a se silikagelem (0% rel. vlhkost). Takto 






Obr. 19  Upevněný Nafion v polystyrénu a řízené atmosféry ve skleněných nádobách 
 
Sorpce vlhkosti z atmosfér s různou relativní vlhkostí byly sledovány váţením hydratovaných 
vzorků a struktura hydratační vody byla studována metodou infračervené spektrometrie. 
Po 3 dnech byly zváţeny vzorky vrstvy, další převáţení bylo po uplynutí dalších 7 dnů, kde 
uţ došlo k ustálení hmotností i u hydrofilních vrstev. Měření absorpce infračerveného záření 
bylo provedeno vzorkovací technikou ATR (zeslabený úplný odraz – attenuated total 
reflectance) s pouţitím jednoodrazového diamantového ATR krystalu (viz Obr. 20). Vyšší 
hydratace v případě hydrofilních vrstev (Nafion) byla doprovázena zesílenou charakteristickou 
absorpcí IR záření –OH skupinami vody v oblasti 3000 – 3600 cm–1 a okolo 1600 cm–1. 
Výhodou techniky ATR bylo, ţe měřený vzorek, v tomto případě hydratovaná polymerní vrstva 
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je v dokonalém kontaktu s krystalem a záření proniká do stále stejné hloubky vzorku. Penetrační 





Obr. 20  Jednoodrazový ATR nástavec na infračerveném spektrometru Nicolet is50 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE  
5.1 Optimalizace postupu mikroskopického pozorování tvorby exkluzní zóny 
5.1.1 Vizuální pozorování exkluzní zóny 
Jak uţ bylo řečeno, velikost exkluzní zóny dosahuje aţ několik set µm. Díky této velikosti 
můţeme EZ spatřit i vizuálně. Na Obr. 21 je uveden vzorek hydrofilní membrány (Nafion) 
obklopené vodnou disperzí polystyrenových mikročástic mezi mikroskopickými skly. Takto 
připravený preparát pro pozorování na optickém mikroskopu byl pro zvýraznění přiloţen 
















Obr. 21  Fotografie exkluzní zóny ve vodné disperzi polystyrenových mikročástic 
 zformované kolem okraje hydrofilní polymerní membrány (Nafion)  
 
Pro podrobnější studium exkluzní zóny na optickém mikroskopu bylo nejprve nutné 
optimalizovat přípravu vzorků, a to především z hlediska volby vhodné koncentrace disperze 
mikročástic, jejich velikosti, výběru optimálního objektivu a také zdroje světla pro vizualizaci 
mikročástic v temném poli. 
5.1.2 Koncentrace disperze polystyrenových mikročástic 
Nejprve bylo nutné experimentálně stanovit vhodnou koncentraci suspenze polystyrenových 
částic v Milli-Q vodě pro optimální záznam vzniku exkluzní zóny. První experimenty probíhaly 
velice jednoduše. Kápla se jedna kapka koncentrátu s polystyrenovými částicemi (cca 50 µl) 
do 10 ml Milli-Q vody. Tímto postupem byly připraveny vzorky disperzí s polystyrenovými 
částicemi o velikostech 1 a 4 μm. Uvedené suspenze byly následně zředěny na polovinu a 
na optickém mikroskopu bylo pozorováno formování exkluzní zóny u všech čtyř typů disperzí -
dvě velikosti částic po dvou koncentracích (viz Obr. 22 a 23). Nakonec byla zvolena jako 
nejvhodnější koncentrace suspenze s 1 µm částicemi, jelikoţ větší částice projevovaly tendenci 
sedimentovat. Při této velikosti částic je také pozorováno ostřejší rozhraní mezi exkluzní zónou a 
suspenzí. Všechny tyto prvotní experimenty byly prováděny na mikroskopu Nicon Eclipse E200, 
kde ovšem z důvodu otřesů mikroskopu (mikroskop nebyl umístěn na antivibrační podloţce) 

























Obr. 23  Vznik exkluzní zóny ve zředěné disperzi1 µm částic (vlevo) a 4 µm částic (vpravo) 
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5.1.3 Výběr vhodného objektivu pro záznam vzniku exkluzní zóny 
 S vhodnou koncentrací disperze úzce souvisí také zvětšení mikroskopu, vhodné 
pro mikroskopický záznam vzniku exkluzní zóny. Při tomto experimentu byla hodnocena kvalita 
záznamu exkluzní zóny, získaná při pozorování prostřednictvím různých objektivů. 
V provedených experimentech se testovaly tři typy objektivů. S optickým zvětšením 4×, 10× a 
20×. U nejmenšího přiblíţení je sice vznik EZ dobře patrný (viz Obr. 24), ovšem v temném poli 
nebylo moţné dostatečné zaostření, tudíţ nebyl tento objektiv v následujících experimentech 
pouţíván. U největšího přiblíţení bylo rozlišení dobré, avšak exkluzní zóna se velmi rychle 
zvětšila natolik, ţe přesahovala zorné pole optického mikroskopu. Tudíţ byl jako optimální 
















Obr. 24  Záznam vzniku EZ na objektivech se zvětšením 4× (vlevo nahoře), 10× (vpravo nahoře) a 20× 
(dole) 
5.1.4 Výběr vhodného zdroje světla pro pozorování v temném poli 
Jelikoţ se pozorování na optickém mikroskopu odehrávalo v temném poli, byl zapotřebí 
externí zdroj světla, který umoţnil záznam dostatečně kontrastního obrazu. K tomuto účelu byly 
vyzkoušeny čtyři typy světelných zdrojů, tři bílé a jedno modré. Jednalo se o různé typy LED 
osvětlení (Force SUN 0,5W LED, LED svítidlo z reklamních předmětů Fakulty chemické, Sigma 
LED, LED LENSER P4). Po uchycení preparátu drţákem na stolku mikroskopu byl preparát 
osvícen ze spodní strany šikmo svítidlem, které bylo v této poloze přidrţeno pomocí drţáku 
uchyceného dvojitou svorkou na tyč stojanu (viz Obr 25 a 26). Svítidlo (Sigma LED) bylo 
nevyhovující díky své slabé intenzitě – mikročástice nebylo moţné pozorovat, proto byly další 
experimenty prováděny s bílým (LED LENSER P4) a modrým (Force SUN 0,5W LED) světlem. 
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Ze všech testovaných světel se nejlépe osvědčil LED LENSER P4. Toto svítidlo tvořilo 















Obr. 25  Exkluzní zóna zaznamenaná při použití zdroje bílého (LED svítidlo z reklamních předmětů 














Obr. 26  Optimální zdroj světla LED LENSER, použitý v navazujících experimentech  
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5.2 Porovnání vzniku exkluzní zóny u hydrofilních a hydrofobních povrchů 
Pro srovnání vzniku exkluzní zóny mezi hydrofilními a hydrofobními povrchy byl pouţit 
Nafion jako modelový hydrofilní povrch a polyhydroxybutyrát (PHB) jako modelový hydrofobní 
povrch. Nafion je sulfonovaný tetrafluorethylen na bázi fluoropolymer-kopolymeru, který byl 













Obr. 27 Molekulární struktura Nafionu 
 




Obr. 28  Struktura polyhydroxybutyrátu 
 
Byly provedeny experimenty s pomocí optické mikroskopie. Z výsledků pozorování vyplývá, 
ţe mezi PHB a disperzí nevznikla ţádná exkluzní zóna a to díky hydrofobní povaze PHB. 
Na tento experiment s PHB byly pouţity 2 µm částice při přiblíţení 20×. Toto přiblíţení bylo 














Obr. 29 Disperze 2 µm polystyrenových částic u povrchu polyhydroxybutyrátu  
(pozorováno v přímém osvětlení, přiblížení 20×) 
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5.3 Vliv přídavku rozpuštěných látek 
Dále byly provedeny experimenty, kde byly zkoumány vlivy iontové síly resp. jiných 
rozpuštěných látek na vznik a rovnováţnou velikost exkluzní zóny. Ať uţ z negativního nebo 
pozitivního hlediska. Nejprve byl připraven roztok chloridu sodného a roztok močoviny 
o koncentracích 0,1; 0,05; 0,01; 0,005 a 0,001M. NaCl byl zvolen jako model jednoduché 
iontové látky, jejíţ ionty jsou v roztoku silně hydratovány. Močovina je látka neionogenní 
polární povahy, která je velmi dobře známa pro svůj destabilizující efekt na strukturu vody [2]. 
Močovina se řadí do skupiny chaotropů, tedy látek, které silně poutají molekuly vody 
vodíkovými vazbami a tudíţ konkurují vzniku strukturované vody (provázáním molekul vody 
mezi sebou). Pro obě testované látky byl pozorován prakticky totoţný negativní efekt na vznik 
exkluzní zóny v blízkosti hydrofilních povrchů - se zvětšující koncentrací se exkluzní zóna 
zmenšovala, aţ úplně zanikla (viz Obr. 31 a 32). Pro srovnání vlivu testovaných látek byl 















Obr. 31  Exkluzní zóna u povrchu Nafionu v disperzi mikročástic s přídavkem NaCl o koncentracích 















Obr. 32  Exkluzní zóna u povrchu Nafionu v disperzi mikročástic s přídavkem močoviny 
o koncentracích 0,001 M (vlevo) a 0,01 M (napravo) 
 
V navazující experimentální práci byl testován vliv přídavku dalších látek, které jsou dle 
známých efektů na strukturu vody označovány jako iontové chaotropy resp. kosmotropy [27]. 
Kosmotropy přispívají ke stabilitě strukturované vody. Naopak při pouţití chaotropů klesá obsah 
strukturované vody (viz výše). Proto byl proveden obdobný experiment, při němţ byly 
vytvořeny koncentrační řady chloristanu sodného a síranu amonného, kde chloristan sodný 
zastupoval chaotropy a síran amonný kosmotropy. V další fázi byl studován vliv těchto látek na 
tvorbu exkluzní zóny. Avšak, jak je patrné ze snímků na obrázcích 33 a 34, ani jedna látka 














Obr. 33  Exkluzní zóna u povrchu Nafionu v disperzi mikročástic s přídavkem chloristanu sodného 






















Obr. 34  Exkluzní zóna u povrchu Nafionu v disperzi mikročástic s přídavkem síranu amonného 
o koncentracích 0,001 M (vlevo) a 0,01 M (napravo) 
 
 V této kapitole byly testovány různé látky, které měly mít různé efekty na strukturu vody 
v EZ. Všechny ale měly stejný negativní efekt, coţ naznačuje, ţe struktura EZ není jen dána tím, 
do jaké míry jsou molekuly vody v blízkosti povrchu provázány vodíkovými vazbami. Tato 
vazba je mnohem specifičtější, jak ostatně také tvrdí jiţ výše zmíněný profesor Pollack v jím 
navrţené struktuře EZ (viz Obr. 15). 
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5.4 Dynamika vzniku EZ 
Pro studium kinetiky vzniku exkluzní zóny byly nahrány videozáznamy, které byly následně 
vyhodnoceny metodami optické analýzy s vyuţitím softwaru HarFA. Tyto záznamy byly 
pořízeny pro částice o velikosti 1 µm, 2 µm a 4 µm, ale stejně jako u fotografií byly nejlepší 
částice 1 µm nasvícené LED bílým svítidlem (LED LENSER), vznik a rozšiřování EZ byl 
zaznamenán na mikroskopu Nikon Eclipse Ci. Časový interval, po který byl videozáznam 
nahráván, byl okolo pěti minut, neboť při delších časech uţ nedocházelo k dalšímu nárůstu EZ.  
Pro potřeby obrazové analýzy bylo nejprve z videozáznamu separováno 17 snímků v intervalu 






Obr. 35  Vybrané snímky z videozáznamu vzniku EZ (čas záznamu20,80,160,220,250,280 a 340 sekund) 
 
 Dále byly všechny snímky otočeny o vhodný úhel tak, aby hrana membrány (a také hrana EZ) 




Obr. 36  Vybrané rotované snímky z videozáznamu 
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 Takto připravené snímky byly dále vyhodnoceny softwarem pro obrazovou analýzu HarFA, 
kde byl vyhodnocen jas v obdélníkovém výřezu o rozměrech128 ×1024 pixelů, který částečně 
pokrýval oblast hydrofilní vrstvy (Nafion), celou šířku EZ a také část exkludované disperze. Jas 
(který se ve vertikálním směru prakticky neměnil) byl průměrován přes všech 128 řádků 
obdélníku, hodnota průměrného jasu se ovšem výrazně měnila podél jednotlivých sloupců 
obdélníku a vykazovala dva píky reprezentující zvýšený jas v horizontálním směru. První pík 
nám značí světlé rozhraní Nafionu a EZ a druhý pík nám značí zvýšenou koncentraci mikročástic 
na hranici EZ. Rozdíl píků odpovídající oběma hranicím EZ udává šířku exkluzní zóny 




Obr. 37  Vyhodnocení obrazové analýzy HarFA v režimu jasu 
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 Vyhodnotit rotované snímky v programu HarFA lze i v reţimu černobílé při nastavení 
škálování mezi černou a bílou pro určitou hodnotu jasu (v našem případě hodnota 128 na škále 
256 stupňů šedé).  Tento postup umoţňuje jednodušší odečtení maxim jasu, ovšem při námi 




Obr. 38  Vyhodnocení obrazové analýzy HarFA v režimu jasu při černobílém škálování 
 
Takto získané grafy byly vyhodnoceny následovně. U obou postupů bylo postupováno stejně. 
Například u prvního snímku byly odečteny dva píky, které nám odpovídaly rozhraním kolem EZ 




 Obr. 39  Odečítání píků exkluzní zóny z vyhodnocení obrazové analýzy HarFA v režimu jasu  
(snímek v čase 20 sekund) 
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Jak uţ bylo řečeno, pro druhý postup resp. v reţimu jasu při černobílém škálování bylo 
postupováno stejným způsobem nicméně, odečítání píku bylo v tomto případě přesnější 




Obr. 40  Odečítání píků z vyhodnocení obrazové analýzy HarFA v režimu jasu při černobílém škálování 
(snímku v čase 20 sekund) 
 
Odečtením maxim jasu, odpovídajících hraně polymerní vrstvy a disperzních mikročástic byla 
získána šířka EZ v pixelech. Přepočet pixelů na šířku EZ v µm je velmi jednoduchý. Nejprve 
bylo nutné nalézt převodové číslo pro optický mikroskop s rozlišením 1280×1024 a 
pro přiblíţení 10×. Vhodné převodové číslo, které činilo 0,7642, stačilo vynásobit počtem pixelů 
a tento součin vyjadřuje šířku EZ v µm. 
 Poté, co byly vyhodnoceny tímto způsobem všechny snímky, byla vytvořena závislost šířky 
EZ v µm na čase za pouţití vyhodnocení obrazové analýzy HarFA v reţimu jasu a v reţimu jasu 




Obr. 41  Závislost šířky EZ na čase v režimu jasu (nahoře)  
a v režimu jasu při černobílém škálování (dole) 
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 Jak můţeme vidět na Obr. 41 je závislost šířky EZ na čase v reţimu jasu více lineární neţ 
závislost šířky EZ na čase v reţimu jasu při černobílém škálování, kde byla závislost získána 
pomocí méně přesného postupu. 
 Další způsob, jak lze zjistit velikost EZ přes přepočet pixelů, je manuální stanovení šířky 
vrstvy přímo přes videozáznam. Tento záznam byl zpracován programem cellSens Entry, který 




Obr. 42  Stanovení šířky EZ manuálním výběrem v softwaru cellSens Entry 
5.5 Hydratace Nafionu a PHB 
Při tomto experimentu byla studována hydratace modelových vrstev (hydrofilní resp. 
hydrofobní) z plynné fáze. Za tímto účelem byly nejprve připraveny atmosféry s různou relativní 
vlhkostí ve skleněných nádobách, kde docházelo k rovnováţné adsorpci vody na Nafion nebo 
PHB po určitou dobu. Míra hydratace byla stanovena váţením a pro posouzení případných 
strukturních změn vody při sorpci na hydrofilní resp. hydrofobní membránu byly připravené 




Obr. 43   Sorpční izoterma hydratace Nafionu v atmosférách o definované relativní vlhkosti 
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 Na Obr. 43, jde vidět, ţe zvyšující relativní vlhkost atmosfér zvyšuje nasorbovanou relativní 
vlhkost na Nafionu. Při pouţití silikagelu (relativní vlhkost atmosféry 0 %) došlo k vysušení 
počátečního obsahu vody, která byla obsaţena v dodaném vzorku (cca 2 % původní hmotnosti). 
Rovnováţného obsahu nasorbované vlhkosti na Nafionu bylo dosaţeno po 10 dnech, coţ bylo 




 Obr č. 44  Infračervené spektrum vzorků hydrofilní membrány (Nafionu) hydratovaným z atmosfér o 
různé relativní vlhkosti 
 
Jak můţeme vidět na Obr. 44, sušený Nafion má jiné spektrum od ostatních spekter. Důvodem 
této odlišnosti je změna struktury Nafionu při úplné dehydrataci (dodaný „suchý“ Nafion 
obsahoval cca 2%). Avšak objasnění změn struktury Nafionu při vysoušení není cílem našich 
experimentů. Naší hlavní oblastí zájmu byla spektrální oblast od 3000 aţ do 3800 cm-1, kde se 
nachází pás valenční vibrace OH vazby. Nastávají zde vibrační změny – vazba OH se při vibraci 
natahuje a zkracuje. U vlnočtu 1640 cm-1 nastávají deformační vibrace OH skupin. Na rozdíl 
u vibračních změn se tu nemění délka vazby, ale vazebné úhly. Dále v oblasti vlnočtů okolo 
1350 cm
-1
 vlnočtu absorbance při hydratace Nafionu klesá. Toto je způsobeno menším signálem 
„fingerprintu“ Nafionu, jelikoţ s rostoucím obsahem vody na povrchu klesá při měření technikou 
ATR relativní signál Nafionu.  
Tvorba vodíkových vazeb se vyznačuje posunem vibrace –OH skupin směrem k niţším 
vlnočtům. Jak je patrné ze spekter na Obr. 44, široký pás valenční vibrace –OH skupin 
představuje ve skutečnosti kombinaci dvou pásů. V oblasti 3400 aţ 3500 vlnočtů můţeme 
předpokládat výskyt vody s niţší intenzitou vazeb vodíkovými můstky, zatímco v oblasti 3200 
aţ 3300 vodu více strukturovanou sítí vodíkových vazeb s. Při srovnání tvaru tohoto dubletu 
nebyl pozorován rozdíl mezi relativní výškou obou pásů při různém stupni hydratace Nafionu 
(poměr výšek pásu mezi 3400-3500 cm-1 a 3200-3300 cm-1 se pro různý stupeň hydratace 
prakticky neměnil).  
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Celková plocha valenčních absorpčních pásů –OH skupin (integrál spektra v oblasti 3000 – 
4000 cm
-1) by měla reprezentovat celkové mnoţství navázané vody. Jak vyplývá z grafu 
na obr. 45, plocha tohoto pásu lineárně roste s relativním obsahem vody v Nafionu (vztaţeno 




 Obr. č. 45   Závislost plochy píku na relativní vlhkosti vzorku v rozmezí 2940 až 3800 vlnočtů 
 
 Naproti Nafionu byly experimenty zopakovány také s PHB, kde bylo zjištěno prostřednictvím 
váţení vzorků v časech 3 a10 dnů, ţe nedochází k vysoušení ani hydrataci PHB v ţádné 




Obr. č. 46   Infračervené spektrum PHB 
 
 U infračerveného spektra PHB (viz Obr 46) se nevyskytují ţádné píky v oblastech 3000 aţ 
3800 vlnočtů, které by potvrzovaly výskyt hydratační vody, coţ stvrzují i neměnné hodnoty 
hmotnosti PHB během experimentu. 
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6 ZÁVĚR 
Cílem předloţené bakalářské práce bylo navrhnout a realizovat pilotní experimenty zaměřené 
na studium struktury vody v blízkosti hydrofilních povrchů. Pro srovnání výsledků zde bylo 
pouţito i modelových hydrofobních povrchů. Celá práce byla zaloţena na základě zpracované 
rešerše na téma současného stavu vědomostí o uspořádání molekul vody v blízkosti hydrofilních 
povrchů. 
Nejprve byla zkoumána existence strukturované vody v blízkosti Nafionu (hydrofilní povrch 
a v blízkosti PHB (hydrofobní povrch) v tzv. exkluzních zónách prostřednictvím pozorování 
změn v disperzi polystyrenových mikročástic optickou mikroskopií. Bylo nutné optimalizovat 
jak postup experimentů, kde byly zkoušeny různé koncentrace roztoků, nastavení optických 
prvků mikroskopů nebo i výběr vhodného zdroje světla pro osvit pozorovaných preparátů. 
V pilotních experimentech, kde se porovnával vznik exkluzních zón u hydrofilních a 
hydrofobních povrchů, bylo zjištěno, ţe EZ se vůbec nevytváří u PHB, proto byly navazující 
experimenty realizovány pouze s modelovou hydrofilní vrstvou – Nafionem. 
Další experimenty zkoumaly vliv přídavku rozpuštěných látek. Byl testován přídavek látek, 
pro něţ je znám pozitivní nebo negativní vliv na strukturu vody.  Hlavním experimentálním 
zjištěním této části bylo to, ţe všechny testované látky (chlorid sodný, chloristan sodný, síran 
amonný nebo močovina) působily negativně na tvorbu EZ.  
Následně byl optimalizován postup studia kinetiky vzniku EZ, kde byly nahrávány 
videozáznamy vzniku EZ za určitý interval. Díky nahraným videozáznamům a pouţitých 
nástrojů na zpracování obrazu bylo moţné celkem přesně změřit šířku EZ v jakémkoli okamţiku 
během videozáznamu. Nakonec byla experimentálně studována hydratace modelových 
hydrofilních i hydrofobních vrstev. Pro ilustraci strukturních změn byla pouţita infračervená 
spektroskopie s technikou ATR. V rámci této metody byly vyuţity atmosféry s různou relativní 
vlhkostí (např. NaCl, Milli-Q vody aj.). Hmotnosti vzorků Nafionů a PHB byly váţeny 
v průběhu celého experimentu. Výsledky infračervených spekter potvrzovaly výskyt hydratační 
vody v blízkosti Nafionu. Naopak PHB nejen mělo pořád stejnou hmotnost, ale i spektra byla 
stejná. Tudíţ můţeme předpokládat, ţe se v blízkosti PHB hydratační voda nevyskytovala.  
  Voda se vyskytuje všude kolem nás, a protoţe se v poslední době ukázalo, ţe není aţ tak 
hluboce prozkoumaná, stálo by za to zabývat se jí i nadále. Například polarizační mikroskopií 
by se mohl studovat charakter exkluzní zóny jako tekutého krystalu při různých podmínkách. 
Taktéţ by se dala pouţít i fluorescenční mikroskopie, jelikoţ jak je známo, voda disponuje 
slabou luminiscencí v blízké UV a viditelné oblasti spektra a změny v luminiscenčních spektrech 
vody lze pouţít jako další znak strukturované vody.  Dále by mohla být vyuţita i technika 
fluorescenčních sond. Měření fluorescence rozpuštěných látek, citlivých na různé parametry 
okolního prostředí umoţňuje stanovit mnoho fyzikálních vlastností v rámci exkluzní zóny a to 
díky pouţití specifických sond, které jsou citlivé na různé podmínky (např.: pH, polarita nebo 
viskozita), ale i další instrumentální techniky najdou v této oblasti svá uplatnění.  
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8  SEZNAM POUŢITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
8.1 Pouţité zkratky 
EZ  exkluzní zóna 
PVA   polyvinylalkohol 
NMR    nukleární magnetická rezonance 
HDL  voda s vysokou hustotou 
LDL  voda s nízkou hustotou 
PHB  polyhydroxybutyrát 
ÚCHPBT  Ústav chemie potravin a biotechnologií 
PHA polyhydroxyalkanoát 
8.2 Pouţité symboly 
°C    Celsiův stupeň 
J     joule 
K kelvin 




Vs usazovací rychlost 
r poloměr 
g gravitační zrychlení 
ρp hustota částic 
ρf hustota kapaliny 
η viskozita kapaliny 
 
 
 
 
 
